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が成長後の行動にさまざまな影響を及ぼす可能性を示唆しているが 17, 18, 19, 20, 21, 22)、その研
究結果は一貫性に欠けている。本実験は、BPA 周産期曝露の中枢神経機能、特に学習記憶
能への影響に関する結論を得るために行った。 
 今回の実験で使用した用量は、ヒトにおける耐容一日摂取量（TDI）である 50 µg･kg-1/day
およびその 10 倍の濃度である 500 µg･kg-1/day とした。また、BPA 曝露の主な経路は経口
摂取であると考えられるため、投与方法として経口投与を選択した。毎日 BPA を経口投与
された母親の母乳中で BPA が検出されたこと 27)や、妊娠ラットに経口投与された BPA が
血液胎盤関門を通過し胎児に移行したこと 28)を明らかにした報告がある。さらに、母親
への BPA 単回静脈内投与後に、胎児の肝臓や血中と比べて脳内で高濃度の BPA が検出
された 29)という報告もある。よって、今回の実験では母親へ BPA を慢性的に経口投与し
たため、BPA は十分に仔の脳内に移行したものと推測できる。 
 BPA 周産期曝露の中枢神経機能への影響を検証するために、MAZE test および Morris 
water maze test を用いて空間学習記憶能を、Step-through passive avoidance test を用い
て体験型学習記憶能を、Open-field test を用いて一般活動性および情動性を、Elevated 





1. 1 実験動物 
 実験には、妊娠 6 日目で購入した Sprague Dawley 系雌性ラット（SD ラット：(株)九動）
とその雄性仔を用いた。母仔とも温度 22±2 ℃、湿度 55±10 %、12 h/12 h 明暗サイクル
（午前 7 時点灯）の動物飼育保管実験室内で、プラスチック製ケージ（縦：42.0 cm×横：
25.0 cm×高さ：18.5 cm）にて飼育した。体重増加に差が無いよう 3 群（各群 4 匹）に群
分けを行い、妊娠 16 日目まで 2 匹ずつ群飼育し、その後個別飼育した。母親には餌（固形
飼料 F2：株式会社 船橋農場）と水（水道水）は自由摂取させた。 
 仔ラットについては、出生後 3 日目に一腹あたり 10 匹に間引き調整し、出生後 20 日目




を雌性ラットで補った。6 週齢で、MAZE test に用いるラット（各群 12 匹）とそれ以外の
行動実験に用いるラット（各群 12 匹）に分けた。このとき、各母親からの仔の数ができる
だけ均等になるようにした。MAZE test で用いる雄性ラットについては、報酬に対するモ






1. 2 使用薬物 
 被験薬物は、ビスフェノール A（Bisphenol A：BPA：和光純薬工業株式会社）を使用し
た。 
 BPA は、エタノール（Ethanol：和光純薬工業株式会社）に溶解させた後、corn oil に溶
解させ、エタノール濃度が 1 %になるよう調製した。投与量は 50 µg/kg および 500 µg/kg
とし、妊娠 10 日目から出産後 14 日目まで経口ゾンデにて 1 ml/kg の割合で 1 日 1 回経口





1. 3 行動観察 
1.3.1 MAZE test 
空間学習記憶能の測定には可変式迷路装置（MAZE : Fig. 1-1）を用いた。 
本装置は、90 cm×90 cm の正方形に 15 cm×15 cm の正方形が連結した底面となってお
り、高さは 50 cm、内面は白色である。縦×横：50 cm×15 cm、50 cm×30 cm、50 cm×
45 cm、50 cm×60 cm の仕切り板を組み合わせて 3 段階の難易度の MAZE [MAZE (A) → 
MAZE (B) → MAZE (C)]を作成した。 
 装置の底面上 100 cm の高さに 100 W の白色光を 2 台設置し、装置内はくまなく一定の
照度が維持されるように調節した。装置内壁上部 4 箇所に形状の異なったシールを貼り、
ゴールまでの道筋を記憶する目印として用いた。ゴールには報酬としてミルクを置いた。
ミルクは、20 g のコンデンスミルク（雪印乳業株式会社）に 100 ml の水道水を加えたもの
とした。 
MAZE test を行うにあたり、まず装置と報酬への「慣らし」を 7 週齢時に行った。次に、
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Side view Bottom view 
ョックは与えなかった。 
 
1.3.4 Open-field test 
一般活動性および情動性の測定には Hall の Open field 装置（Fig. 1-6）を用いた。 
本装置は底面の直径 60 cm、壁の高さ 50 cm、壁の上縁の直径 80 cm のバケツ状で、内
面は灰白色である。底面には黒線が引かれ、ほぼ等面積の 19 区画に分割されている。装置





















Fig. 1-6. Apparatus used for Open-field test. 
 
1.3.5 Elevated plus-maze test 
情動性の測定には高架式十字迷路装置（Fig. 1-7）を用いた。 
 高架式十字迷路は床から 60 cm の高さに正方形のニュートラルゾーン（14×14 cm）が
あり、そこから 2 本の open arm と 2 本の closed arm が十字に伸びた装置で、黒いプラス
チックで作られている。open arm は長さ 50 cm、幅 10 cm のアームで、closed arm は長
さ 50 cm、幅 10 cm、周囲を高さ 60 cm の板で囲まれたアームである。2 本の open arm と
2 本の closed arm は、それぞれ向かい合っている。 
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が徐々に高くなる 3 種類の MAZE を用いた MAZE test を行った。MAZE test では、ラッ
トは装置内の目印を手掛かりとしてゴールまでの道筋を学習記憶し、実験を重ねるうちに
次第にスムーズにゴールできるようになる。よって、Time の短縮および Error の減少は空
間学習記憶能の向上を示す。 
 Vehicle 群の Time は各 MAZE test 内で日数の経過とともに短縮し、右下がりの学習曲線
が得られた (Fig. 1-9)。さらに、MAZE (A) → MAZE (B) → MAZE (C)と MAZE の難易
度が上昇しても、Vehicle 群は MAZE test が進むにつれて Time を短縮させた。一方、BPA 
50 µg/kg 群は、Vehicle 群で見られたような MAZE test の進行に伴う Time の短縮を示さ
なかった。このため、MAZE (C) test において、BPA 50 µg/kg 群の Time は Vehicle 群よ
りも有意に高い値となった (Day 1: P < 0.01; Day 3: P < 0.05; Fig. 1-9)。このことから、
BPA 50 µg/kg 周産期曝露は雄性ラットの空間学習記憶能を低下させることが示唆された。
さらに、MAZE test 後期の MAZE (C) testを行うまで BPA 50 µg/kg 群と Vehicle 群の Time
に有意差は観察されなかったことから、低用量 BPA 周産期曝露による雄性ラットの空間学
習記憶能低下を評価するためには、本研究で使用された MAZE test のような長期間にわた
り行う一連の学習記憶試験が必要とされる可能性がある。 
 高用量のBPAに周産期曝露されたBPA 500 µg/kg群は、MAZE testのTimeおよびError
において Vehicle 群と比べて有意な変化を示さず、高用量 BPA 周産期曝露が雄性ラットの
空間学習記憶能に影響を及ぼさないことが示唆された (Fig. 1-9, Fig. 1-10)。 
BPA 周産期曝露が雄性ラットの一般活動性および情動性へ及ぼす影響を評価するために、
Open-field test を用いて新奇環境におけるラットの行動を観察した。ラットを open field
装置に入れると、装置の壁面に沿って注意深く行動する習性があり、装置中央部における




の情動性へ及ぼす影響の評価に関しては、Elevated plus-maze test も使用した。open arm
における進入回数および滞在時間が高所に対する不安や恐怖などの情動性の指標となり、
open armへの進入回数が多いほどあるいは滞在時間が長いほど不安感が低下していると考
えられる。また、closed arm への進入回数は活動性の指標として考えることができる。 
 Open-field test における Vehicle 群の Ambulation および Inner は、新奇環境への慣れ
により、時間の経過とともに減少した (Fig. 1-13, Fig. 1-15)。対照的に、BPA 50 µg/kg 群
20 
 
の Ambulation は Open-field test の間ほとんど変化しなかった (Fig. 1-13)。さらに、BPA 
50 µg/kg 群の Inner は時間の経過とともに徐々に増加し、4 時間値は Vehicle 群より有意に
高い値となった (P < 0.05; Fig. 1-15)。この慣れの消失が、MAZE test における BPA 50 
µg/kg 群の空間学習記憶能低下の要因の 1 つである可能性がある。一方で、Open-field test
における自発運動量および Elevated plus-maze test における情動性に関しては BPA 50 
µg/kg 周産期曝露による影響が認められなかったため、MAZE test で観察された BPA 50 
µg/kg 群の空間学習記憶能低下は単なる活動性や情動性の差によりもたらされたものでは
ないことが示唆される。 
 Open-field test において BPA 500 µg/kg 群の Ambulation および Rearing は Vehicle 群
と比べてやや増加し (Fig. 1-13, Fig. 1-14)、Elevated plus-maze test における open arm
および closed arm への進入回数も Vehicle 群と比べてわずかに増加した (Fig. 1-16)。よっ
て、BPA 500 µg/kg 周産期曝露が雄性ラットの活動性をやや増加させる傾向があることが示
唆され、この活動性の増加が BPA 500 µg/kg 群における空間学習記憶能低下をマスクした
可能性も考えられる。 
BPA 周産期曝露が雄性ラットの空間学習記憶能へ及ぼす影響に関しては、MAZE test に







Morris water maze test の Latency に関して、BPA 50 µg/kg 群および BPA 500 µg/kg 群
は Vehicle 群との間に有意差を示さず、BPA 周産期曝露が雄性ラットの空間学習記憶能に
影響を及ぼさないことが示唆された (Fig. 1-11)。この結果は、BPA 周産期曝露がげっ歯類
の空間学習記憶能に影響を及ぼさないというこれまでの報告 23, 30)とは一致しているが、低
用量 BPA 周産期曝露が雄性ラットの空間学習記憶能を低下させることを示唆する本研究の
MAZE test の結果とは異なるものであった。MAZE test と Morris water maze test の結果
において異なる評価が生じた要因の 1 つは、行動目的の違いであると考えられる。MAZE 
test におけるモチベーションはゴールの報酬を得ることであるが、Morris water maze test
におけるモチベーションは水難を回避することである。報酬学習と忌避学習には異なるド
ーパミン神経経路が関与していることが報告されている 31)。さらに、我々は MAZE test に
より Reference memory を測定したが、Morris water maze test により Working memory
を測定した。これらの 2 つの記憶のタイプに関与する脳領域は異なり、Spatial reference 
memory には海馬が、Spatial working memory には前頭前皮質が関与している 32)。BPA
周産期曝露は、海馬においてシナプス構造修飾 33)およびセロトニン神経系 34)を変化させる




MAZE test の結果は、雄性ラットの空間学習記憶能における BPA 周産期曝露の影響が用
量依存的ではないことを示唆する。ホルモンや内分泌撹乱化学物質は、U 字型や逆 U 字型
のような非単調な用量反応関係を示す傾向があることが分かっている 36, 37, 38, 39, 40)。BPA に
関しても、高用量ではなく低用量の BPA が、新生児期曝露により雌性ラットの思春期の到
来を早めたことを明らかにした報告 41)や、胎児期曝露により雄性マウスの肝臓重量や血中
インスリン濃度を増加させたという報告 42)があり、高用量ではなく低用量の BPA への周産
期曝露が雄性ラットの空間学習記憶能を低下させたという我々の結果はこれらの報告と一
致している。この空間学習記憶能と BPA 周産期曝露の非単調用量反応関係の要因としては、
低用量 BPA と高用量 BPA の受容体選択性の違いが考えられる。BPA は、低用量の場合に
はほとんどエストロゲン受容体だけに結合するが、高用量の場合にはアンドロゲン受容体
や甲状腺ホルモン受容体にも結合することが報告されている 43)。このBPAの性質が、MAZE 
test で観察された空間学習記憶能と BPA 周産期曝露の非単調用量反応関係に関与している
可能性が考えられる。 





おける Latency は警戒心の指標となり、Latency が長いほど警戒心が強く働いていると考
えられる。 
 獲得試行において BPA 50 µg/kg 群は Vehicle 群よりも有意に長い Latency (P < 0.05)を
示したが、保持試行の Latency は BPA 周産期曝露により影響を及ぼされなかった (Fig. 





 したがって、本実験は、高用量ではなく低用量の BPA 周産期曝露が、成長後の雄性ラッ
トにおいて、一般活動性に影響を及ぼすことなく、特異的に空間学習記憶能、特に海馬依









第 2 章 







は少ない。第 1 章の実験結果は、BPA 周産期曝露が雄性ラットの空間学習記憶能を低下さ
せることを示唆した。よって、成獣期の BPA 曝露の影響を調べることにより、BPA の神経
毒性に脆弱な時期を特定することができると考えられる。 
今回の実験では、第 1 章の BPA 周産期曝露の中枢神経機能に及ぼす影響を調べた実験に
おいて雄性ラットの空間学習記憶能を低下させた用量であり、ヒトにおける TDI でもある
0.05 mg/kg、その 20 倍の濃度である 1 mg/kg および TDI の 200 倍と非常に高濃度の 10 
mg/kg の用量を用いた。また、BPA 曝露の主な経路は経口摂取であると考えられるため、
投与方法として経口投与を選択した。ラットへの BPA 200 mg/kg の単回経口投与は、投与
30 分後に血中濃度のピーク（1.6 ppm）を、投与後 60 分以内に脳内濃度のピーク（19.70 ppb）
を示したことが報告されている 44)。さらに、in vitro の実験で 10 nM BPA が成獣ラットの
海馬ニューロンにおいてスパイン形成に影響を及ぼしたことが分かっており 45)、経口摂取
された BPA は血液脳関門を通過し、中枢神経系に影響を及ぼすものと推測される。 
BPA 経口投与の中枢神経機能への影響を検証するために、MAZE test および Morris 
water maze test を用いて空間学習記憶能を、Step-through passive avoidance test を用い
て体験型学習記憶能を、Open-field test を用いて一般活動性および情動性を、Elevated 
plus-maze test を用いて不安様行動を評価した。なお、BPA 10 mg/kg の影響を検討する際
には、BPA 経口投与の空間学習記憶能への影響をさらに詳細に評価するために、MAZE test





1. 1 実験動物 
 実験には、5 週齢で購入した Sprague Dawley 系雄性ラット（SD ラット：(株)九動）を
用いた。温度 22±2 ℃、湿度 55±10 %、12 h/12 h 明暗サイクル（午前 7 時点灯）の動物
飼育保管実験室内で、プラスチック製ケージ（縦：42.0 cm×横：25.0 cm×高さ：18.5 cm）
にて 1 ケージあたり 2～3 匹の群飼育を行った。 
入荷後 1 週間は餌(固形飼料 F2：船橋農場株式会社)と水(水道水)を自由摂取させ、その後
は MAZE test の報酬に対するモチベーションを高めるため、給餌・給水制限(餌：約 12 g/
23 
 
匹/日、水：約 33.3 ml/匹/日)を行った。また、過度の体重制限を避けるため、週に 1 度、給
餌・給水制限を緩和した。 




1. 2 使用薬物 
 被験薬物は、ビスフェノール A（Bisphenol A：BPA：和光純薬工業株式会社）を使用し
た。 
 投与量は 0.05 mg/kg、1 mg/kg および 10 mg/kg とした。BPA は、エタノール（Ethanol：
和光純薬工業株式会社）に溶解させた後 corn oil に溶解させ、0.05 mg/kg 溶液および 1 
mg/kg 溶液では エタノール濃度が 1 %に、10 mg/kg 溶液ではエタノール濃度が 9 %になる
よう調製した。各用量を経口ゾンデにて 1 ml/kg の割合で経口投与し、BPA 0.05 mg/kg 投
与群および BPA 1 mg/kg 投与群の対照群（Vehicle L 群）にはエタノール濃度が 1 %となる
よう調製した corn oil を、BPA 10 mg/kg 投与群の対照群（Vehicle H 群）にはエタノール




1. 3 行動観察 
1.3.1 MAZE test 
空間学習記憶能の測定には可変式迷路装置（MAZE : Fig. 1-1）を用いた。 
本装置は、90 cm×90 cm の正方形に 15 cm×15 cm の正方形が連結した底面となってお
り、高さは 50 cm、内面は白色である。縦×横：50 cm×15 cm、50 cm×30 cm、50 cm×
45 cm、50 cm×60 cm の仕切り板を組み合わせて 4 段階の難易度の MAZE [MAZE (A) → 
MAZE (B) → MAZE (C) → MAZE (D)]を作成した。 
 装置の底面上 100 cm の高さに 100 W の白色光を 2 台設置し、装置内はくまなく一定の
照度が維持されるように調節した。装置内壁上部 4 箇所に形状の異なったシールを貼り、
ゴールまでの道筋を記憶する目印として用いた。ゴールには報酬としてミルクを置いた。
ミルクは、20 g のコンデンスミルク（雪印乳業株式会社）に 100 ml の水道水を加えたもの
とした。 
MAZE test を行うにあたり、まず装置と報酬への「慣らし」および「群分けトレーニン
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実施し、被験薬物の投与はテストの 30 分前に行った。 
 
1.3.3 Step-through passive avoidance test 
体験型学習記憶能の測定には Step-through passive avoidance test を用いた。実験装置
および実験方法については、第 1 章の 1.3.3 Step-through passive avoidance test と同様で
ある。本課題は 13 週齢時に実施し、被験薬物の投与は獲得試行終了後 30 分以内に行った。 
 
1.3.4 Open-field test 
一般活動性および情動性の測定には Open-field test を用いた。実験装置および実験方法
については、第 1 章の 1.3.4 Open-field test と同様である。本課題は 8 週齢時に実施し、被
験薬物の投与は Open-field test の前日に行った。 
 
1.3.5 Elevated plus-maze test 
情動性の測定には Elevated plus-maze test を用いた。実験装置および実験方法については、
第 1 章の 1.3.5 Elevated plus-maze test と同様である。本課題は 10 週齢時に実施し、被験
薬物の投与は Elevated plus-maze test の前日に行った。 
 
1. 4 統計学的処理 
結果は平均値±標準誤差で示した。それぞれのテストから得たデータの有意差検定は、3
群間の比較については、二元配置分散分析（Two-way ANOVA）を行った後、Dunnett（Stat 
View 5.0, Microsoft）の多重比較検定を用いて行った。2 群間の比較については、Student’s 
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MAZE (A) test において、Vehicle L (1% ethanol/corn oil)群の Time は 2 日目に増加し 3
日目に減少した。BPA 0.05 mg/kg 群の Time は日数の経過とともに増加し、2 日目および 3
日目には Vehicle L 群よりやや高い値となったが、有意差は認められなかった。一方、BPA 
1 mg/kg 群の Time は日数の経過とともに短縮した。1 日目には Vehicle L 群よりやや高い
値を示したが、有意差は認められなかった。Vehicle H (9% ethanol/corn oil)群の Time は 2
日目にわずかに短縮し、3 日目に増加した。BPA 10 mg/kg 群の Time は 2 日目に増加し、
Vehicle H 群と比べて長い傾向 (P < 0.1)が認められた。しかし、3 日目には Time が短縮し、
Vehicle H 群より低い値となったが、有意差は見られなかった。 
MAZE (B) test において、Vehicle L 群および Vehicle H 群の Time は日数の経過ととも
に増加した。BPA 0.05 mg/kg 群および BPA 1 mg/kg 群の Time は 2 日目にやや減少し、3
日目にやや増加した。いずれの群も 1 日目に Vehicle L 群よりやや高い値を示したが、有意
差は見られなかった。BPA 10 mg/kg 群の Time は 1 日目に Vehicle H 群より長い傾向 (P < 
0.1)が認められたが、日数の経過とともに短縮し、Vehicle H 群との間に有意差は認められ
なかった。 
MAZE (C) test において、Vehicle L 群の Time は日数の経過とともに短縮した。BPA 0.05 
mg/kg 群の Time は 2 日目にやや減少し、3 日目にやや増加した。3 日目に Vehicle L 群よ
りやや高い値を示したが、有意差は見られなかった。BPA 1 mg/kg 群の Time は 3 日間ほ
とんど変化せず、1 日目に Vehicle L 群よりわずかに低い値を示したが、有意差は認められ
なかった。Vehicle H 群の Time は 2 日目にやや増加し、3 日目にやや減少した。BPA 10 
mg/kg 群の Time は日数の経過とともに短縮し、2 日目および 3 日目に Vehicle H 群よりや
や低い値となったが、有意差は認められなかった。 
MAZE (D) test において、Vehicle H 群の Time は 2 日目に短縮し、その後はほとんど変
化しなかった。BPA 10 mg/kg 群の Time は 3 日間 Vehicle H 群よりやや低い値で推移した
が、有意差は認められなかった。 
Error に関しては、MAZE (A) test において、Vehicle L 群の Error は 2 日目に増加し、3
日目に減少した。BPA 0.05 mg/kg 群および BPA 1 mg/kg 群の Error は 3 日間ほとんど変
化せず、Vehicle L 群との間に有意差は認められなかった。Vehicle H 群の Error は 2 日目
にやや減少し、3 日目にやや増加した。BPA 10 mg/kg 群の Error は 2 日目にやや増加して
Vehicle H 群よりわずかに高い値となり、3 日目に減少して Vehicle H 群よりわずかに低い
値となったが、いずれも有意差は見られなかった。 
MAZE (B) test において、Vehicle L 群の Error は 3 日間ほとんど変化しなかった。BPA 
0.05 mg/kg 群および BPA 1 mg/kg 群の Error は日数の経過とともにわずかに減少したが、
Vehicle L 群との間に有意差は認められなかった。Vehicle H 群および BPA 10 mg/kg 群の
Error は日数の経過とともに減少した。BPA 10 mg/kg 群の Error は 3 日間常に Vehicle H
群より高い値で推移し、2 日目には有意差が認められた (P < 0.05)。 
MAZE (C) test において、Vehicle L 群の Error は日数の経過とともに減少した。BPA 0.05 
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第 1 章と同様に MAZE test および Morris water maze test を使用した。 
まず、MAZE test において、周産期曝露で雄性ラットの空間学習記憶能を低下させた用
量であるBPA 0.05 mg/kg、およびその 20倍の用量であるBPA 1 mg/kgの経口投与は、Time
および Error に有意な影響を及ぼさなかった(Fig. 2-4, Fig. 2-5)。 
この結果を確実なものにするために、さらに高用量の BPA 10 mg/kg 経口投与の行動影響
も評価した。この際、より詳細に評価するために、第 1 章で使用した MAZE test に MAZE 
(D) test を追加した。BPA 10 mg/kg 群は、MAZE (A) test の 2 日目および MAZE (B) test
の 1 日目において、Vehicle 群より長い Time を示す傾向が認められ (P < 0.1; Fig. 2-4)、
MAZE (B) test の 2 日目においては Vehicle 群と比べて有意な Error の増加を示した(P < 
0.05; Fig. 2-5)。一方、MAZE (C) test および MAZE (D) test においては、BPA 10 mg/kg
群は Vehicle 群より若干短い Time を示した (Fig. 2-4)。さらに、BPA 10 mg/kg 群は、MAZE 
(C) test の 3 日目および MAZE (D) test の 1 日目に Vehicle 群より少ない Error を示す傾向
が認められ (P < 0.1)、MAZE (D) test の 3 日目には Vehicle 群と比べて有意な Error の減
少を示した (P < 0.01; Fig. 2-5)。この結果は、雄性ラットへの BPA 10 mg/kg 経口投与が、
MAZE test の初期にはわずかに空間学習記憶能を低下させ、MAZE test の後期には若干空
間学習記憶能を向上させる可能性を示唆する。しかし、BPA 10 mg/kg 経口投与による有意




MAZE test と同様に空間学習記憶能の測定に用いた Morris water maze test においては、
すべての用量の BPA 経口投与群の Latency は Vehicle 群との間に有意差を示さず、成獣雄
性ラットへのBPA経口投与がMorris water maze testにおける空間学習記憶能に影響を及
ぼさないことが示唆された (Fig. 2-6)。 
MAZE test と Morris water maze test はどちらも空間学習記憶能を測定する行動試験で
あるが、本研究では各行動試験における投与のタイミングが異なっている。MAZE test で
は BPA 経口投与をトレーニングおよびテスト後 30 分以内に行っており、BPA は空間記憶
の固定過程に作用するものと考えられるが、Morris water maze test では BPA 経口投与を
テストの 30 分前に行い、BPA は空間記憶の獲得過程に作用するものと考えられる。さらに、
我々が MAZE test と Morris water maze test で測定した空間記憶のタイプは異なっており、
MAZE test では Spatial reference memory を、Morris water maze test では Spatial 
working memory を測定した。これらのことから、我々は成獣雄性ラットへの BPA 経口投
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与が Spatial reference memory の固定や Spatial working memory の獲得など、空間学習
記憶能の様々な過程においてほとんど影響を及ぼさなかったと考える。 
我々の結果とは対照的に、Jain et al.は成獣雄性ラットへの 28 日間の BPA 2 μg/kg およ
び BPA 20 μg/kg 慢性投与が Morris water maze test における Spatial reference memory
を低下させたことを報告した 46)。この報告と我々の結果において異なる評価が生じた要因
としては、行動試験における行動目的の違いや投与期間の長さの違いが考えられる。我々
はSpatial reference memoryへの影響を評価するためにMAZE testを用いたが、Jain et al.
は Morris water maze test を使用した。MAZE test におけるモチベーションはゴールの報
酬を得ることであるが、Morris water maze test におけるモチベーションは水難を回避す
ることである。報酬学習と忌避学習には異なるドーパミン神経経路が関与していることが
報告されている 31)。さらに、Jain et al.は低用量 BPA への 28 日間の慢性曝露の影響を調べ
たが、我々は幅広い用量の BPA への短期間の曝露の影響を調べた。 
成獣期の BPA 経口投与が雄性ラットの体験型学習記憶能に及ぼす影響に関しては、第 1
章と同様に Step-through passive avoidance test を用いて評価した。 
 獲得試行では、BPA 10 mg/kg 群において Vehicle 群より長い Latency を示す傾向が認め
られた (P < 0.1)が、すべての用量の BPA 経口投与群において Vehicle 群と比べて有意差は
認められなかった(Fig. 2-7)。保持試行では、BPA 0.05 mg/kg 群および BPA 10 mg/kg 群の
Latency は Vehicle 群よりやや長かったが、その影響は有意ではなかった。よって、成獣雄
性ラットへの BPA 経口投与が体験型学習記憶能には影響を及ぼさないことが示唆された。 
一方、Jain et al.は成獣雄性ラットへの 28 日間の BPA 2 μg/kg および BPA 20 μg/kg 慢
性投与が体験型学習記憶能を低下させたことを報告した 46)。この報告とは対照的に、Xu et 
al.は、BPA 単回投与がエストラジオールと同様に雄性ラットの体験型学習記憶能を向上さ
せたことを明らかにした 26)。Jain et al.は BPA 慢性曝露の影響を調べたが、我々は
Step-through passive avoidance test の獲得試行後の BPA 単回投与の影響を調べており、
投与期間の長さが異なっている。また、Xu et al.は出生後 18 日目の幼若雄性ラットを用い
て獲得試行の 60 分後の短期受動回避記憶における BPA 単回投与の影響を調べたが、我々






第 1 章と同様に Open-field test および Elevated plus-maze test を用いて評価した。 
Open-field test において、BPA 0.05 mg/kg 群の Ambulation および Rearing は、Vehicle
群と比べて低い値で推移し、初回のAmbulation は Vehicle群より有意に少なかった (0 h; P 
< 0.05; Fig. 2-8)。一方、BPA 1 mg/kg 群および BPA 10 mg/kg 群の Ambulation および
Rearingにおいては、Vehicle群と比べて有意な影響は観察されなかった (Fig. 2-8, Fig. 2-9)。
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Inner に関しては、BPA 0.05 mg/kg 群および BPA 1 mg/kg 群は有意な影響を示さなかった
が、BPA 10 mg/kg 群の Inner は高い値で推移し、初回には Vehicle 群と比べて高い値を示
す傾向が認められた (P < 0.1; Fig. 2-10)。また、Elevated plus-maze test では、BPA 0.05 
mg/kg 群および BPA 1 mg/kg 群は測定項目に有意な影響を及ぼさなかったが、BPA 10 
mg/kg 群は open arm における進入回数および滞在時間において Vehicle 群と比べて増加を
示す傾向が認められた (P < 0.1; Fig. 2-11; Fig. 2-12)。さらに、BPA 10 mg/kg 群は closed 
arm への進入回数の有意な増加および closed arm における滞在時間の有意な減少を示した 
(P < 0.05; Fig. 2-11; Fig. 2-12)。 
これらのことから、本研究で使用した BPA の用量のうち最も低用量である BPA 0.05 
mg/kg 経口投与が雄性ラットの一般活動性を低下させ、最も高用量である BPA 10 mg/kg
経口投与が軽度の抗不安作用を有することが示唆された。 
0.4 mg/kg から 40 mg/kg まで幅広い用量の BPA への慢性曝露が雄性マウスの不安様行
動を減少させたという報告 47)があり、この報告は我々の結果と一致している。一方で、高




 したがって、本実験は、成獣期の BPA 経口投与が雄性ラットの空間学習記憶能および体
験型学習記憶能にほとんど影響を及ぼさなかったことを示唆する。また、本実験結果より、

























本章では、第 2 章の成獣雄性ラットにおける空間学習記憶能への BPA の影響評価を確実
なものにするために、空間学習記憶に関与する脳領域である背側海馬 50)への BPA 微量注入
が成獣雄性ラットの学習記憶を主とした中枢神経機能に及ぼす影響を調べることを目的と
した。雌性ラットへのエストラジオール海馬内微量注入が空間学習能を向上させること 51)
や、BPA がエストラジオールと同様に海馬における長期抑圧（long term depression：LTD）
やスパイン密度を変化させること 52)が報告されており、海馬は BPA が空間学習記憶能に影
響を及ぼす際の主要な作用部位であると考えられる。よって、成獣雄性ラットへの BPA 経
口投与の影響を調べた第 2 章の結果と同様に、BPA 海馬内微量注入が成獣雄性ラットの空
間学習記憶能へ影響を及ぼさないことが確認できれば、成獣期の BPA 曝露が雄性ラットの
空間学習記憶能に影響を及ぼさないと結論づけることができる。 
 BPA 海馬内微量注入の中枢神経機能への影響を検証するために、MAZE test を用いて空
間学習記憶能を、Step-through passive avoidance test を用いて体験型学習記憶能を、






1. 1 実験動物 
 実験には、5 週齢で購入した Sprague Dawley 系雄性ラット（SD ラット：(株)九動）を
用いた。温度 22±2 ℃、湿度 55±10 %、12 h/12 h 明暗サイクル（午前 7 時点灯）の動物
飼育保管実験室内で、プラスチック製ケージ（縦：42.0 cm×横：25.0 cm×高さ：18.5 cm）
にて 1 ケージあたり 2～3 匹の群飼育を行った。 
入荷後 1 週間は餌(固形飼料 F2：船橋農場株式会社)と水(水道水)を自由摂取させ、その後
は MAZE test の報酬に対するモチベーションを高めるため、給餌・給水制限(餌：約 12 g/
匹/日、水：約 33.3 ml/匹/日)を行った。また、過度の体重制限を避けるため、週に 1 度、給
餌・給水制限を緩和した。ただし、ガイドカニューレ植え込み手術期間および手術後の回
復期間は、餌および水を自由摂取させた。 
各投与群間に MAZE test における走行能の差ができる限り生じないように、ガイドカニ





1. 2 使用薬物 
 被験薬物は、ビスフェノール A（Bisphenol A：BPA：和光純薬工業株式会社）を使用し
た。 
 BPA は、超純水を用いて調製した 40％ プロピレングリコール（Propylene Glycol：PG：
和光純薬工業株式会社）に溶解させ、20 µg/2 µl となるよう調製した。対照群には 40% PG
を海馬内微量注入した（Vehicle 群）が、vehicle の PG 濃度は高濃度であったため、vehicle
海馬内微量注入による中枢神経機能への影響を排除するために、別に生理食塩水（saline：
0.9％ NaCl 溶液）投与群を設けた。 
 
1. 3 ガイドカニューレ植え込み手術 
 ペントバルビタールナトリウム 50 mg/kg 腹腔内注射麻酔下において、ラット頭部をラッ
ト用脳固定装置に固定し、歯科用ドリルで頭蓋骨を窄孔した後、König＆Klippel の脳図譜
53)に従って、背側海馬（脳部位 A：－2.6 mm、L：±1.5 mm、H：1.9 mm）の 1mm の上
方にガイドカニューレを両側性に植え込んだ。 
 ガイドカニューレは頭蓋骨に立てた 1 本の小型ネジ釘と共に歯科用セメントで覆い固定




 ガイドカニューレ植え込み手術は 8 週齢時に行い、行動実験開始前に 1 週間以上の回復
期間を設けた。 
 
1. 4 薬物微量注入 
 被験薬物の海馬内微量注入は、ポリエチレンチューブでマイクロシリンジ（Hamilton 
syringe）に接続した外径 0.35 mm のステンレススチール製インジェクションカニューレの
ガイドカニューレへの挿入により行った。インジェクションカニューレの先端はガイドカ
ニューレより 1 mm 先に出るようにした。片側 2 µl、両側 4 µl の薬液を約 2 分間かけて両
側海馬に注入した。また、被験薬物注入を確実にするために、注入後 1 分間はインジェク
ションカニューレをそのまま留置した。 
 すべての行動実験終了後、クリオスタット(MICROM HM500OM, Carl Zeiss)を用いて厚
さ 20 µm の海馬凍結切片を作製し、ガイドカニューレ挿入部位を確認した。なお、背側海
馬に投与できていなかったラットはデータ解析から除外した。 
 
1. 5 行動観察 
1.5.1 MAZE test 
空間学習記憶能の測定には可変式迷路装置（MAZE : Fig. 1-1）を用いた。 
本装置は、90 cm×90 cm の正方形に 15 cm×15 cm の正方形が連結した底面となってお
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り、高さは 50 cm、内面は白色である。縦×横：50 cm×15 cm、50 cm×30 cm、50 cm×
45 cm、50 cm×60 cm の仕切り板を組み合わせて 3 段階の難易度の MAZE [MAZE (A) → 
MAZE (B) → MAZE (C)]を作成した。 
 装置の底面上 100 cm の高さに 100 W の白色光を 2 台設置し、装置内はくまなく一定の
照度が維持されるように調節した。装置内壁上部 4 箇所に形状の異なったシールを貼り、
ゴールまでの道筋を記憶する目印として用いた。ゴールには報酬としてミルクを置いた。
ミルクは、20 g のコンデンスミルク（雪印乳業株式会社）に 100 ml の水道水を加えたもの
とした。 
MAZE test を行うにあたり、まず装置と報酬への「慣らし」および「群分けトレーニン





とした。1 trial 終了後、直ちにラットを MAZE からケージに移し、1 分間の間隔をおいて
次の trial を開始した。 
 被験薬物の投与は、トレーニングおよびテスト後 30 分以内に行われた。 
10 週齢時に MAZE (A) test、12 週齢時に MAZE (B) test、14 週齢時に MAZE (C) test
をそれぞれ実施した。 
 
①  慣らし 
 ゴールを塞いだ MAZE 装置を 4 等分に仕切り、1 エリアにつき 1 匹のラットを入れて慣
らしを行った (Fig. 1-2)。1 trial を 3 分間とし、その間は装置内を自由に探索させた。報酬





エラーエリアを塞いだ正解通路のみの装置 (Fig. 2-1)を用いて、3 trial を行った。1 trial







 各 MAZE のエラーエリアを塞いだ正解通路のみの装置を用いて、3 trial を行った。1 trial
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各 MAZE 装置 (Fig. 1-3)を用いて、1 日 3 trial を連続して 3 日間行った。1 trial の最大





1.5.2 Step-through passive avoidance test 
体験型学習記憶能の測定には Step-through passive avoidance test を用いた。実験装置
および実験方法については、第 1 章の 1.3.5 Step-through passive avoidance test と同様で
ある。本課題は 15 週齢時に実施し、被験薬物の投与は獲得試行終了後 30 分以内に行った。 
 
1.5.3 Open-field test 
一般活動性および情動性の測定には Open-field test を用いた。実験装置および実験方法
については、第 1 章の 1.3.1 Open-field test と同様である。本課題は 10 週齢時に実施し、
被験薬物の投与は Open-field test の前日に行った。 
 
1.5.4 Elevated plus-maze test 
情動性の測定には Elevated plus-maze test を用いた。実験装置および実験方法について
は、第 1 章の 1.3.2 Elevated plus-maze test と同様である。本課題は 12 週齢時に実施し、
被験薬物の投与は Elevated plus-maze test の前日に行った。 
 
1. 6 統計学的処理 
結果は平均値±標準誤差で示した。それぞれのテストから得たデータの有意差検定は、
二元配置分散分析（Two-way ANOVA）を行った後、Dunnett（Stat View 5.0, Microsoft）
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今回の実験では、BPA を高濃度の PG 溶液に溶解させているため、溶媒のみを投与する
Vehicle 群でも中枢神経機能に影響が出る可能性がある。よって、BPA 投与の影響を正確に
評価するために、溶媒のみを投与する Vehicle 群に加えて生理食塩水のみを投与する Saline
群も設定した。 
まず、MAZE test を用いて BPA 海馬内微量注入が成獣雄性ラットの空間学習記憶能に及
ぼす影響を評価した。Saline 群の Time は、MAZE (A) test および MAZE (C) test におい
て日数の経過とともに短縮し、さらに MAZE (A) → MAZE (B) → MAZE (C)と MAZE の
難易度が上昇しても MAZE test が進むにつれて短縮した (Fig. 3-2)。Vehicle 群の Time も
同様に、MAZE (A) test および MAZE (C) test において日数の経過とともに短縮し、MAZE 
(A) testからMAZE (B) testへの進行に伴うTimeの短縮も観察された。MAZE testのTime
において、Saline 群と Vehicle 群の間に有意差は認められなかった。BPA 群の Time は各
MAZE test 内であまり変動せず、日数の経過に伴う Time の短縮は見られなかった。しか
し、BPA 群でも Vehicle 群と同様に、MAZE (A) test から MAZE (B) test への進行に伴う
Time の短縮が観察され、MAZE test における BPA 群の Time と Saline 群および Vehicle
群の間に有意差は認められなかった。Error に関しては、MAZE (A) test および MAZE (B) 
test において各群間に有意な差は観察されなかった (Fig. 3-3)。MAZE (C) test においても、
Vehicle 群の Error は Saline 群よりやや高い値で推移したものの、各群間に有意な影響は
認められなかった。これらの結果は、BPA 海馬内微量注入が成獣雄性ラットの空間学習記
憶能に影響を及ぼさないことを示唆し、成獣雄性ラットへの BPA 経口投与が空間学習記憶
能に影響を及ぼさないことを示唆した第 2 章の結果と一致していた。 
BPA 海馬内微量注入が成獣雄性ラットの体験型学習記憶能に及ぼす影響に関しては、第
1 章および第 2 章と同様に Step-through passive avoidance test を用いて評価した。 
 獲得試行および保持試行の Latency において各群間に有意差は見られず、BPA 海馬内微
量注入が成獣雄性ラットの体験型学習記憶能に影響を及ぼさないことが示唆された (Fig. 
3-4)。この結果は、成獣雄性ラットへの BPA 経口投与が体験型学習記憶能に影響を及ぼさ
ないことを示唆した第 2 章の結果と一致していた。 
BPA 海馬内微量注入が成獣雄性ラットの一般活動性および情動性に及ぼす影響に関して
は、第 1 章および第 2 章と同様に Open-field test および Elevated plus-maze test を用い
て評価した。 
Open-field test において、Saline 群の Ambulation および Inner は、新奇環境への慣れ
により、時間の経過とともに減少した (Fig. 3-5, Fig. 3-7)。一方、Vehicle 群では、このよ
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うな時間の経過に伴う Ambulation および Inner の減少は見られなかったが、全測定時間
において Saline 群との間に有意差は見られなかった (Fig. 3-5, Fig. 3-7)。BPA 群は、Saline
群と同様に時間の経過に伴う Ambulation の減少を示し、すべての測定項目において Saline
群および Vehicle 群と比べて有意な影響は観察されなかった (Fig. 3-5, Fig. 3-6, Fig. 3-7)。
よって、BPA 海馬内微量注入が成獣雄性ラットの一般活動性には影響を及ぼさないことが
示唆される。 
Elevated plus-maze test では、BPA 群の closed arm への進入回数は Saline 群と比べて
有意に多かった (Fig. 3-8)。しかし、有意差は認められなかったものの Vehicle 群も Saline
群と比べてやや大きい値を示し、BPA 群と Vehicle 群の間には有意差が認められなかった。
よって、BPA 群の closed arm への進入回数の増加が BPA の作用によるものであると断言
することはできない。しかし、BPA 群が、Saline 群および Vehicle 群と比べて、open arm
における滞在時間がやや長く、closed arm における滞在時間がやや短かったことを踏まえ
ると、BPA 海馬内微量注入が成獣雄性ラットの情動性を若干低下させる可能性が示唆され
る (Fig. 3-9)。この結果は、成獣雄性ラットへの高用量 BPA 経口投与が軽度の抗不安作用
を有することを示唆した第 2 章の結果と一致していた。 
 エストラジオールの海馬内微量注入が、雌性マウスにおいて視覚的記憶固定を向上させ
たこと 54)や、雌性ラットにおいて空間学習能を向上させたこと 51)が報告されている。また、
in vitro の実験は、BPA がエストラジオールと同様に海馬の CA1 および CA3 において長期
抑圧（long term depression：LTD）を増加させ、CA1 のスパイン密度を増加させたことを
明らかにした 52)。一方で、BPA 単回投与が雄性ラットの CA1 錐体細胞の樹状突起スパイ

























1) 低用量 BPA 周産期曝露は雄性ラットにおいて、警戒心を低下させたものの、自発運動
活性に影響を及ぼすことなく、特異的に空間学習記憶能、特に海馬依存的な Spatial 






































BPA により阻害されたという報告もある 26)。よって、BPA の学習記憶能への影響は内因性
エストロゲン濃度に依存すると考えられる。 
現在、BPA の最小毒性量 (LOAEL)は 50 mg･kg-1/day とされており、TDI は 50 μg･
kg-1/day に設定されている 40)。しかし、本研究では、TDI である 50 μg･kg-1/day の用量の
BPA に周産期曝露された雄性ラットにおいて空間学習記憶能の低下が認められた。よって、
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